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論文内容の要旨
酸化ストレスはその由来により外因性及び内因性に分けられるが、外因性酸化ストレスに比較し内因性酸化ストレ
スに関する研究ははとんど行われていな L、。生理的状態あるいは病態生理的状態では細胞内酸化還元バランスが重要
な役割を果たしていることから、内因性酸化ストレス研究は重要と考えられる。一方、代謝過程では細胞内酸化還元
バランスに影響を与える種々の代謝産物が生ずる。そこで、生体内で様々な代謝反応を行う肝細胞は内因性酸化スト
レスの関与が他の細胞より大きいのではないかという仮説のもと、内因性酸化ストレスのラット初代培養肝細胞にお
ける役割について調べた。内因性酸化ストレスを惹起するために、酸化ストレス防御系酵素である catalase および
glutathione peroxidase 活性を同時阻害する系を新たに構築した。両酵素同時阻害により細胞死が誘導され、また、
細胞死は dihydroethidium の酸化量および脂質過酸化の増大を伴っていた。さらにこの細胞死は核凝縮・ DNA 断片
化を伴うアポトーシスであることを見出した。肝細胞においては、薬物代謝酵素であるチトクローム P450が高発現
しており、酸化ストレスへの寄与が想定されていたが、細胞レベルでは薬物代謝酵素以外の役割についてはほとんど
解析されていなかった。チトクローム P450活性を阻害したところ上記で誘導された脂質過酸化およびアポトーシス
が完全に抑制された。上記アポトーシスにおいてはカスパーゼの活性化が検出されず、汎カスパーゼ阻害剤処置によっ
ても抑制されなかったことからカスパーゼ非依存的アポトーシスである可能性を示唆した。次に、酸化ストレスの細
胞内標的の同定を試みた。酸化ストレスの標的のーっと考えられている protein tyrosine pbosphatase (PTP) 活性
減少がアポトーシスに先だって引き起こされ、さらに抗酸化剤の同時処置でこの酵素活性の回復と共にアポトーシス
が抑制されることを見出し、 PTP は内因性酸化ストレスの標的であることを示唆した。 PTP 活性は protein tyroｭ
sine kinase (PTK) 活性とのバランスで生存シグナルに関与することが知られていたため、 extra-cel ular reguｭ
lated protein kinase (ERK) について調べたところ、この酵素が細胞死に先立って持続的に活性化されていること
を見出した。さらに特異的 ERK 活性化限害剤処置により、 ERK 活性化・アポトーシス誘導の両方が抑制された。
従来 ERK の一過性の活性化が生存シグナルに関与することが知られていたが、最近 ERK の持続的活性化が細胞死
に関与することが活発に報告されてきている。本研究成果も後者の知見を支持し、 ERK 経路の活性化は細胞種ある
いは細胞環境で全く異なった機能を果たす可能性を提示した。
以上の結果より、ラット初代培養肝細胞における抗酸化酵素活性が限害することにより内因性酸化ストレスの上昇
を伴ったアポトーシスが誘導され、薬物代謝酵素チトクローム P450がこの内因性酸化ストレスの主要因であること
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を新たに明らかにした。さらに内因性酸化ストレスにより誘導されるアポトーシスは PTP 活性の減少と持続的
ERK 活性化を伴ったカスパーゼ非依存的な経路であることを示した。
論文審査の結果の要旨
内因性酸化ストレスの生体に及ぼす役割解明を目的としてラット初代培養肝細胞を用いて殆ど全ての肝細胞がアポ
トーシスへ移行する内因性酸化ストレス惹起系を新規に構築した。また、同系で従来のアポトーシス経路と異なる経
路を明示し、細胞種、細胞環境等により、アポトーシス経路は変わり得るとのアポトーシス研究に重要な課題を提起
した。以上の業績は博士(理学)の学位論文として十分価値のあるものとして認める o
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